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RUPTURA DA BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA
APÓS INJEÇÃO DE DROGA GLIOTÓXICA NO
TRONCO ENCEFÁLICO DE RATOS WISTAR
Eduardo Fernandes Bondan1,2, Maria Anete Lallo1,2,
Maria Lúcia Zaidan Dagli3, Luís Antonio Violin Dias Pereira4,
Dominguita Luhers Graça5
RESUMO - O brometo de etídio (BE) determina desaparecimento astrocitário local, com ruptura da glia limitans
e suposto dano na barreira hematoencefálica (BBB). Este estudo visou avaliar a integridade da BBB após
injeção de solução de BE a 0,1% (grupo E) ou de salina a 0,9% (grupo C) na cisterna pontis de ratos Wistar.
Fragmentos do tronco encefálico foram coletados das 24 horas aos 31 dias pós-injeção para estudo ultra-
estrutural e marcação imuno-histoquímica para a GFAP. Alguns animais receberam carvão coloidal por via
intravenosa nos mesmos períodos. Nos ratos do grupo C, não houve sinal de perda astrocitária, nem
extravasamento vascular de carvão no sítio da injeção. No grupo E, o desaparecimento astrocitário começou
às 48 horas e algumas áreas estavam ainda destituídas de processos astrocíticos 31 dias após. Extravasamento
de partículas de carvão nas lesões foi visto de 48 horas até 7 dias, não sendo detectada qualquer alteração
ultra-estrutural das junções oclusivas pela falta de astrócitos perivasculares.
PALAVRAS-CHAVE: astrócitos, barreira hematoencefálica, sistema nervoso central, brometo de etídio, gliotóxico,
ratos.
Blood-brain barrier breakdown following gliotoxic drug injection in the brainstem of Wistar rats
ABSTRACT - Ethidium bromide (EB) causes local astrocytic disappearance, with glia limitans disruption and
supposed blood-brain barrier (BBB) breakdown The aim of this study was to investigate the BBB integrity after
the injection of 0.1% EB (group E) or 0.9% saline solution (group C) into cisterna pontis of Wistar rats.
Brainstem fragments were collected from 24 hours to 31 days post-injection for ultrastructural study and
GFAP immuno-histochemical staining. Some animals received colloidal carbon ink by intravenous route at the
same periods. In rats from group C, there was no sign of astrocyte loss and no leakage of ink from blood
vessels in the injection site. In group E, astrocyte disappearance began at 48 hours and some areas were still
devoid of astrocytic processes 31 days after. Leakage of carbon particles was seen from 48 hours to 7 days in
the EB-induced lesions. Tight junctions did not show any detectable ultrastructural change due to the lack of
perivascular astrocytes.
KEY WORDS: astrocytes, blood-brain-barrier, central nervous system, ethidium bromide, gliotoxic, rats.
O agente gliotóxico brometo de etídio (BE - 3,8-
diamino-5-etil-6-fenil-fenantridina) determina no sis-
tema nervoso central (SNC) desaparecimento astro-
citário local e lesões de desmielinização primária1-12,
com invasão de células de Schwann, de células piais
e de linfócitos para o neurópilo6. Poucos estudos têm
focalizado as alterações induzidas na barreira he-
matoencefálica (BBB) sob tais condições, permane-
cendo incerto o caráter de reversibilidade ou não
destas alterações. A BBB é relativamente impermeá-
vel a íons, vários aminoácidos, pequenos peptídios
e principalmente proteínas, tendo como principal
função regular o transporte de substâncias entre o
sangue e o tecido nervoso, de forma a manter, as-
sim, o ambiente neural protegido de substâncias
neurotóxicas e de variações bruscas na composição
sanguínea13,14. A barreira atua ainda excluindo célu-
las inflamatórias do SNC normal14,15. A presença as-
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trocitária se faz necessária para a indução e manu-
tenção da BBB16,17, a qual, nos vertebrados, se loca-
liza entre as células endoteliais dos capilares do SNC,
que são contínuos e diferem morfológica e funcio-
nalmente dos demais capilares do organismo18,19. A
principal condição da existência desta barreira é a
presença junções oclusivas de alta resistência, tipo
zonula occludens, entre as células endoteliais, im-
pedindo dessa forma o fluxo intercelular16,17,20. Além
disso, poucas vesículas pinocíticas são encontradas
no endotélio do SNC, limitando o fluxo transcelular21.
A possibilidade de reestruturação da BBB após
desmielinização com destruição astrocitária tem sido
pouco estudada. Áreas remielinizadas por células de
Schwann na medula espinhal de ratos parecem pos-
suir barreira íntegra22, enquanto placas crônicas ina-
tivas da esclerose múltipla apresentam defeito con-
tínuo para proteínas23.
Nesse contexto, a presente investigação visou
avaliar os efeitos da injeção intracisternal de BE, no
tronco encefálico de ratos Wistar, sobre a integrida-
de da BBB no sítio de lesão, tentando estabelecer o
padrão de competência da mesma nas lesões em
diferentes períodos de observação. Avaliação morfo-
lógica da barreira foi realizada através da observa-
ção da presença astrocitária ao redor dos vasos
sanguíneos das áreas de lesão, mediante marcação
imuno-histoquímica dos astrócitos para a proteína glial
fibrilar ácida (GFAP), assim como por observação ultra-
estrutural destes vasos. Em tais áreas, foi observada a
presença ou não de prolongamentos astrocitários ao
redor dos vasos sanguíneos, a complexidade e exten-
são das junções oclusivas entre células endoteliais vi-
zinhas e a presença ou não de elementos infiltrativos
no SNC, tais como células meníngeas, células de
Schwann e linfócitos. Já a avaliação funcional foi feita
observando-se o grau de marcação dos vasos com
carvão coloidal em diferentes períodos pós-injeção do
BE. Os resultados obtidos foram comparados com
aqueles de animais normais e de animais injetados
intracisternalmente com o mesmo volume de solução
salina a 0,9%, a fim de permitir a análise do grau de
participação individual do gliotóxico e do trauma da
injeção sobre a integridade da barreira.
MÉTODO
Foram utilizados 86 ratos Wistar, machos, de 4 a 6
meses de idade, divididos em 3 grupos: H (n=6), compre-
endendo animais tomados como controles histológicos
normais; E (n=48), de animais injetados na cisterna pontis
com solução de BE a 0,1%; C (n=32), de animais injeta-
dos com solução salina a 0,9%.
Os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina (5:1; 0,1 ml/100g) e, com auxílio de um motor de
teto, de uso odontológico, e de broca de número 2, foi
feito orifício na calota óssea a 0,85cm póstero-diagonal-
mente e à direita do bregma até a exposição da dura-
máter. Com o uso de seringa de Hamilton, de agulha remo-
vível de calibre 26s, foram injetados na cisterna pontis
(basal), um alargamento do espaço subaracnoideo na su-
perfície ventral da ponte, 10 µl de solução de BE a 0,1%
nos animais do grupo E e o mesmo volume de solução
salina a 0,9% em animais do grupo C. Os ratos foram
anestesiados e submetidos à perfusão intracardíaca com
solução de formol tamponado a 10% (para o estudo
imuno-histoquímico) ou solução de glutaraldeído a 4%
em tampão fosfato de Sorensen (pH 7,2-7,4 - para o estu-
do ultra-estrutural) às 24 e 48 horas e aos 3, 7, 11, 15, 21
e 31 dias pós-injeção. Cortes do tronco encefálico (ponte,
mesencéfalo e bulbo) foram imersos em solução de formol
tamponado a 10% por 72 horas para posterior desidrata-
ção, diafanização e inclusão em parafina. Cortes transver-
sais de 5 µm foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina (H-E) e cortes de blocos selecionados foram colhi-
dos em lâminas tratadas com silano a 4%, desparafinadas
em xilol e hidratadas em série decrescente de etanóis. O
método utilizado para a marcação imuno-histoquímica da
GFAP foi o da avidina-biotina segundo Hsu e colaborado-
res24. Os cortes foram incubados durante 16 horas a 4oC,
com o anticorpo policlonal primário anti-GFAP (Rabbit Anti-
Cow GFA, Code Number ZO334, Dako) na diluição 1:1000.
A seguir, foram incubados por 30 minutos com o anticorpo
secundário biotinilado anti-imunoglobulina de coelho
(Duet Kit DAKO) na diluição 1:400 e após com o conjuga-
do estreptavidina-biotina-peroxidase (Duet Kit DAKO) por
mais 30 minutos. Imunorreatividade foi visualizada usan-
do diaminobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como cromó-
geno e H2O2 a 0,5%.
Para o estudo ultra-estrutural, foram colhidos fragmen-
tos da porção ventral da ponte, mesencéfalo e bulbo,
posteriormente pós-fixados em tetróxido de ósmio (OsO4)
a 1%, desidratados em série crescente de acetonas e em-
bebidos em resina Araldite 502, após estágios transicionais
em acetona. Cortes semifinos (0,5-1,0 µm) foram obtidos
e corados com solução de azul de toluidina a 0,25% em
borato de sódio a 1%. Cortes ultrafinos (60-90 nm de es-
pessura), obtidos a partir de áreas selecionadas, foram
contratados com solução de acetato de uranila a 2% e
citrato de chumbo, sendo examinados em microscópio
eletrônico de transmissão Phillips EM-201.
Animais de diferentes grupos e períodos foram injeta-
dos por via endovenosa com carvão coloidal (0,1ml/100g)
para marcação vascular segundo Majno e Palade25. Vinte
minutos após, foram perfundidos por via intracardíaca com
solução de formol tamponado a 10%. Amostras de tronco
encefálico foram submetidas à desidratação, diafanização
e inclusão em parafina, obtendo-se cortes seriados de apro-
ximadamente 5 µm corados pelo método da H-E.
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Fig 1A. Aspecto normal da ponte de rato Wistar com marcação imuno-histoquímica para GFAP. Astrócitos e seus
processos são visualizados ao redor de vasos sanguíneos e de corpos celulares neuronais. Grupo H. GFAP - Obj. 40x.
Fig 1B. Lesão 3 dias após a injeção do BE. Notar a ausência de células GFAP-positivas no centro da mesma, inclusive
ao redor de vasos sanguíneos (cabeça de seta). Grupo E. GFAP - Obj. 10x.
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RESULTADOS
As lesões induzidas pela injeção de BE concor-
dam com aquelas descritas anteriormente no tron-
co encefálico de ratos1-6,10-12,26, sendo aqui só descri-
tas as observações pertinentes à presença astrocitária
perivascular e as características ultra-estruturais das
junções oclusivas interendoteliais e dos vasos san-
guíneos do SNC.
Nos cortes marcados para a GFAP, os astrócitos fo-
ram identificados pela coloração marrom de seu cito-
plasma em contraste com o roxo azulado do seu nú-
cleo, tendo sido invariavelmente encontrados ao re-
dor dos vasos sanguíneos locais no tronco encefálico
dos animais pertencentes aos grupos H (Fig 1A) e C.
Nas áreas centrais das lesões induzidas pelo BE (gru-
po E), observou-se o claro desaparecimento astrocitário
(inclusive perivascular) das 48 horas aos 31 dias pós-
injeção do gliotóxico (Fig 1B), enquanto que, nas regi-
ões mais periféricas, alguns vasos sanguíneos já mos-
travam a partir do 15o dia processos astrocitários cir-
cundantes fortemente imunorreativos para a GFAP.
A análise ultra-estrutural da ponte dos animais
controles permitiu caracterizar os astrócitos como
células de núcleo pálido oval, esférico ou irregular,
com uma fina camada de cromatina delimitando o
envoltório nuclear, além de um nucléolo às vezes
não proeminente e processos citoplasmáticos exten-
sos contendo feixes de fibrilas gliais. Prolongamen-
tos astrocitários eram claramente observados ao re-
dor dos vasos sanguíneos da região.
Os capilares do tronco encefálico foram visualizados
com paredes delgadas, porém espessando-se na re-
gião do núcleo achatado da célula endotelial. O nú-
cleo apresentava cromatina relativamente homogê-
nea, mas condensada logo abaixo do envoltório nu-
clear. Vesículas pinocíticas eram pouco observadas.
Na junção interendotelial, as duas membranas
citoplasmáticas apostas permaneciam paralelas, se-
paradas por espaço de cerca de 15 nm. Ao longo da
interface e próximo à terminação luminal de cada
junção, as duas membranas normalmente se fundi-
am para formar zônulas de oclusão, com obliteração
do espaço intercelular.
Externamente às células endoteliais, era obser-
vada uma lâmina basal fina e contínua, às vezes se-
parada da lâmina basal verdadeira do parênquima
por espaço perivascular estreito, onde os prolonga-
mentos astrocitários terminais repousavam. Às ve-
zes, as lâminas basais endotelial e do parênquima
se uniam, formando uma lâmina contínua, com desa-
parecimento do espaço perivascular.
Pericitos, quando observados, estavam presen-
tes no espaço perivascular, completamente envolvi-
dos por membrana basal. Apresentavam núcleo
Fig 2. Partículas de carvão coloidal (cabeça de seta) depositadas junto à parede de vaso sanguíneo em área central de
lesão induzida pelo BE. Grupo E. Lesão de 7 dias. Grupo E. HE - Obj. 40x.
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Fig 3A. Vaso sanguíneo exibindo junção oclusiva (seta) em área contendo células de Schwann (S) em estágios iniciais
de associação com axônios desmielinizados (d) ou já em processo de remielinização (r). Notar a presença de hemácias
(h) na luz vascular e a grande quantidade de fibras colágenas (c) no espaço extracelular. Grupo E. Lesão de 21 dias.
Micrografia eletrônica - 13.388x. Fig 3B. Vaso sanguíneo (v) em área de remielinização oligodendroglial e processos
astrocitários associados (seta). Grupo E. Lesão de 31 dias. Micrografia eletrônica - 13188x.
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fusiforme ou alongado, cromatina condensada logo
abaixo do envoltório nuclear, citoplasma denso como
o da célula endotelial e, ao contrário desta, pericitos
frequentemente continham corpos densos que lem-
bravam lisossomos.
Os animais dos grupos H e C não apresentaram
qualquer extravasamento vascular das partículas de
carvão, enquanto aqueles provenientes do grupo E
exibiram vazamento observável das 48 horas aos 7
dias pós-injeção (Fig 2), presente sobretudo nas áreas
centrais das lesões que se estendiam do mesencéfalo
à ponte. A saída de partículas coloidais nos capilares
analisados e sua deposição junto à parede vascular
ocorreu simultaneamente à presença de junções oclu-
sivas aparentemente normais, conforme observado por
análise das micrografias eletrônicas dos animais do gru-
po E. Tal extravasamento não foi encontrado nos ani-
mais do grupo C e não houve, em nenhum período
avaliado, desaparecimento dos processos astrocitários
circundantes neste grupo, nem observação de células
piais, de Schwann ou linfócitos infiltrantes.
Já nos animais do grupo E, foram encontrados,
sobretudo nas áreas centrais da lesão, vasos sanguí-
neos destituídos de prolongamentos astrocitários
associados até os 31 dias pós-injeção do gliotóxico.
Às 24 horas, já era possível observar mudanças asso-
ciadas aos vasos e restritas inicialmente aos pericitos,
os quais mostravam citoplasma eletroluscente e
condensação da cromatina nuclear, embora as célu-
las endoteliais ainda se apresentassem de aparência
normal. Três dias após a injeção do BE, algumas pou-
cas células endoteliais no centro da lesão apresen-
tavam-se edemaciadas, enquanto aquelas de vasos
periféricos tinham aspecto normal. Aos 7 dias, as
células endoteliais do centro da lesão mostravam-se
espessadas e continham maior densidade de mito-
côndrias e filamentos em relação ao normal. O nú-
cleo apresentava um contorno dobrado, contendo
proeminente nucléolo. Estavam circundadas por lâ-
mina basal, mas sem apresentar pericitos e prolon-
gamentos astrocíticos associados. Ocasionalmente,
era encontrada em tais áreas evidência de prolifera-
ção endotelial, embora somente aos 11 dias a hiper-
trofia e a hiperplasia vascular se constituíram em
achados importantes. Os vasos periféricos ao centro
da lesão já exibiam processos astrocitários associa-
dos, muitas vezes incipientes e finos, outras vezes
hipertróficos e contendo abundantes feixes de fila-
mentos gliais, além de estarem envoltos por proe-
minente membrana basal.
Dos 15 aos 31 dias pós-injeção, os achados
endoteliais repetiam aqueles descritos acima; no
entanto, pequenas projeções citoplasmáticas esten-
didas para o lúmen vascular se mostravam mais fre-
quentes. Foi observado que células endoteliais loca-
lizadas em áreas contendo células de Schwann
remielinizantes continham pequeno número vesí-
culas pinocíticas, de forma similar às áreas conten-
do processos astrocitários. Além disso, a partir dos
15 dias era comum o achado de células piais infiltran-
tes formando cordões ou ninhos monotípicos ao
redor dos vasos sanguíneos em áreas periféricas à
lesão induzida pelo gliotóxico.
Remielinização por células de Schwann foi en-
contrada a partir dos 15 dias pós-injeção do BE em
áreas destituídas de processos astrocitários (Fig 3A),
enquanto a reconstrução mielínica de origem oligo-
dendroglial coincidia com o reaparecimento dos mes-
mos (Fig 3B).
Quanto ao extravasamento vascular, a partir dos
11 dias pós-injeção de BE, os vasos sanguíneos do
centro e da periferia das lesões induzidas não mais
exibiam marcação detectável de partículas de car-
vão entre o endotélio e a membrana basal.
DISCUSSÃO
As lesões induzidas pela injeção de BE concor-
dam com aquelas descritas em estudos anteriores
no tronco encefálico de ratos2-4,6. Perda astrocitária
foi detectada a partir das 48-72 horas pós-injeção e
algumas áreas centrais da lesão permaneceram des-
tituídas de processos astrocíticos até 31 dias depois.
Experimentos in vivo mostraram que o BE per-
manece por até 72 horas no tecido da medula espi-
nhal, provocando fluorescência característica em
células no centro da lesão, na superfície subpial e ao
longo dos vasos sanguíneos, áreas cujas células gliais,
notadamente astrócitos, desapareceram ou mostra-
ram sinais de intoxicação severa9. Uma vez que os
astrócitos são os grandes responsáveis pela indução
e manutenção da BBB ao determinarem a formação
de junções oclusivas entre células endoteliais vizi-
nhas17, acredita-se que, pelo menos transitoriamen-
te, as áreas de lesão apresentem quebra da mesma,
com maior permeabilidade vascular e entrada de
células inflamatórias no SNC14.
No presente estudo, extravasamento de partículas
de carvão foi visto de 48 horas até 7 dias nas lesões
do BE e pareciam estar confinadas entre o endotélio e
a membrana basal dos vasos sanguíneos locais. Não
foi detectada, no entanto, qualquer alteração ultra-
estrutural significativa nas junções oclusivas entre cé-
lulas endoteliais vizinhas em vasos sanguíneos desti-
tuídos de processos astrocitários circundantes. Por
outro lado, os ratos injetados com solução salina não
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exibiram perda astrocitária e nenhum extravasamento
de carvão coloidal foi identificado a partir dos vasos
sanguíneos no sítio da injeção.
Em tentativa de modulação farmacológica do
processo remielinizante no modelo gliotóxico do BE,
observou-se que o uso do imunossupressor ciclos-
porina, o qual não atravessa normalmente a BBB
íntegra, foi capaz de modificar o processo de reparo
das lesões, as quais exibiam maior densidade de oli-
godendrócitos remielinizantes por provável efeito
proliferativo induzido pelo agente imunomodulador
sobre as células progenitoras oligodendrogliais2,3. A
ausência astrocitária, associada à presença invasiva de
células de Schwann, de linfócitos e de células piais
nas áreas de lesão6, bem como a observação de inter-
ferência no processo remielinizante com uma droga
que não tem acesso normal ao tecido nervoso23, são
fortes indícios de que existe perturbação da BBB pela
ação gliotóxica do BE sobre os astrócitos ou talvez
pelo próprio trauma da injeção.
Injeções de BE na medula espinhal7-9 e no tronco
encefálico1-6,10-12,26 de ratos induzem mudanças
degenerativas na oligodendróglia, com subsequente
desmielinização dos axônios cujas bainhas de mielina
são por eles mantidas. Abundante infiltrado macro-
fágico, restos mielínicos e axônios nus constituem
os principais achados da área central das lesões in-
duzidas pelo BE. No tronco encefálico, remielinização
só se torna aparente a partir do 12o dia, com obser-
vação dos oligodendrócitos sobreviventes associa-
dos a axônios envoltos por finas bainhas de mielina,
assim como eventuais células de Schwann, localiza-
das em áreas subpiais e perivasculares e exibindo
grau mais avançado de reparo mielínico, embora
quantitativamente menos importante que o realiza-
do pelos oligodendrócitos11,12. A presença invasiva
de células de Schwann no SNC costuma ser atribuí-
da ao desaparecimento local dos astrócitos, permi-
tindo livre acesso das mesmas a partir das fibras
nervosas da pia-máter, das fibras associadas aos va-
sos de maior calibre do SNC ou ainda daquelas oriun-
das de nervos cranianos originários da ponte10.
Uma vez que o extravasamento de partículas de
carvão não foi encontrado nos animais do grupo C,
sugere-se que o trauma da injeção não foi por si só
capaz de alterar a função restritiva das junções
interendoteliais.
Um aspecto importante a ser ressaltado foi a pre-
sença de vasos sanguíneos destituídos de processos
astrocitários circundantes até os 31 dias pós-injeção
do BE, o que poderia sugerir inicialmente a inexistên-
cia de uma BBB plenamente desenvolvida, dada a
necessidade de proximidade entre os pés astrocitá-
rios e as células endoteliais neurais para a expressão
de junções oclusivas entre elas16,17. No entanto, jun-
ções oclusivas foram invariavelmente visualizadas
neste estudo em todos os períodos avaliados, mes-
mo nas áreas centrais das lesões. Dessa forma, é pro-
vável que a observação morfológica dessas junções
não seja suficientemente conclusiva para avaliar as-
pectos funcionais relativos à permeabilidade dos
vasos encefálicos.
Tal argumento é fortalecido pelo achado de
extravasamento de carvão coloidal às 48 e 72 horas
e aos 7 dias após injeção do BE, quando junções
oclusivas aparentemente desenvolvidas podiam ser
encontradas entre células endoteliais adjacentes.
Quanto à inexistência ocasional de processos
astrocitários associados aos vasos sanguíneos obser-
vados, é importante ressaltar que Felts e colaborado-
res22 encontraram, após destruição oligodendroglial
e astrocitária induzida por BE na medula espinhal de
ratos, BBB competente em áreas de remielinização
completa por células de Schwann, o que foi demons-
trado pela relativa ausência de extravasamento de
peroxidase (horseradish peroxidase), mesmo em au-
sência de células GFAP-positivas.
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